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Resumen 
Las bombas de expulsión participan en procesos de transporte de metabolitos y 
detoxificación intracelular, sin embargo, también presentan un rol importante en la 
multirresistencia bacteriana. En Salmonella enterica serovar Typhimurium se han descrito 
distintas bombas de expulsión, como, por ejemplo, AcrAB-TolC y SmvA, capaces de 
expulsar compuestos nocivos para la bacteria. Debido a esto, se ha desarrollado como 
estrategia para contrarrestar la multirresistencia la búsqueda de inhibidores de bombas de 
expulsión (EPIs), más aún, aquellos de origen natural. Se ha descrito que flavonoides tales 
como: 5-metoxihidnocarpina, epigalocatequina presentan actividad inhibitoria contra estos 
sistemas de expulsión. El orujo de uva, residuo de la industria vitivinicola, es una buena 
fuente de este tipo de compuestos, por lo que el objetivo de este trabajo fue evaluar la 
capacidad de extractos y compuestos provenientes del orujo de uva de inhibir las bombas 
de expulsión AcrAB-TolC y SmvA presentes en S. Typhimurium. Para esto, se trabajó con 
una cepa nativa y dos cepas mutantes (∆acrB y ∆smvA), y se determinó la concentración 
mínima inhibitoria (MIC) de extractos de orujo de uva fraccionados con solventes de distinta 
polaridad; hexano, diclorometano y acetato de etilo, además de flavonoides previamente 
identificados en estos extractos (quercetina, (+)-catequina y (-)-epicatequina); presentando 
valores de MIC entre 690 a 3000 µg/mL. Para evaluar la capacidad inhibitoria sobre bombas 
de expulsión de extractos y compuestos se realizaron ensayos de fluorescencia, utilizando 
bromuro de etidio como sustrato. El efecto se comparó con el CCCP (inhibidor control). 
Dentro de los resultados obtenidos, se determinó que los extractos fraccionados con hexano 
y diclorometano son capaces de inhibir las bombas de expulsión tanto en la cepa nativa y en 






dentro de los compuestos puros identificados, la quercetina fue la que presentó el mayor 
efecto inhibitorio superando significativamente al CCCP. 
Palabras clave: multirresistencia bacteriana, bombas de expulsión, EPIs, orujo de uva.
Introducción 
Durante años los antibióticos han sido 
utilizados exitosamente para tratar 
infecciones bacterianas, sin embargo, 
esto se ha visto dificultado por la 
aparición de cepas multirresistentes 
(MDR) a estos fármacos. Uno de los 
mecanismos bacterianos responsables 
de esta resistencia, son las bombas de 
expulsión, las cuales son proteínas 
transportadoras que expulsan hacia el 
medio extracelular moléculas que 
resultan dañinas para la bacteria. Las 
bombas de expulsión descritas en 
bacterias pertenecen a las familias de 
proteínas transportadoras:  major 
facilitator (MFS), multidrug and toxic 
efflux (MATE), small multidrug resistance 
(SMR), ATP-binding cassette (ABC) y 
resistance nodulation cell división (RND) 
(Nikaido y cols, 2011).  En bacterias 
Gram negativo, las bombas de expulsión 
pertenecientes a la familia RND juegan 
un rol importante en la multirresistencia.  
Se ha descrito que la sobreexpresión de 
este tipo de bombas es el primer paso 
para que la bacteria sea completamente 
resistente (Nikaido y Pagès, 2012). 
Salmonella enterica serovar 
Typhimurium (S. Typhimurium), es un 
bacilo Gram negativo capaz de producir 
infección alimentaria, con una mortalidad 
de entre 1 a 5% a nivel mundial (Feasey 
y cols, 2012); convirtiéndose en un 
problema de salud pública. Dentro de los 
mecanismos de resistencia a los 
antibióticos en S. Typhimurium se 
encuentra la bomba de expulsión AcrAB-
TolC. Esta bomba pertenece a la familia 
RND, está compuesta por un sistema 
tripartito que consiste en un 
transportador de membrana interna 
(AcrB), un canal de membrana externa 
(TolC) y una proteína adaptadora 
periplásmica (AcrA). AcrAB-TolC es 
capaz de expulsar un amplio espectro de 
sustratos al medio extracelular, lo que la 
hace preocupante desde el punto de 
vista clínico. Dentro de los sustratos de 
esta bomba se encuentran:  antibióticos 
(como por ejemplo macrólidos, 
fluoroquinolonas, tetraciclina, rifampina y 
cloranfenicol), colorantes (como el 
bromuro de etidio y la acriflavina) y 
detergentes (como el SDS y Triton X-
100) (Takatsuka y cols., 2010).  
Además, se ha descrito que S. 
Typhimurium presenta otras bombas de 
expulsión poco estudiadas, como SmvA, 
perteneciente la familia MFS, que 
también ha demostrado participación en 
la expulsión de compuestos nocivos, 





amonio cuaternario, como el metil 
viológeno (Villagra y cols., 2008).  
Debido a que la resistencia a antibióticos 
es un problema de salud pública que 
crece rápidamente, es que ha surgido la 
necesidad de buscar nuevas estrategias 
para combatir estos patógenos. Una de 
estas estrategias es la búsqueda de 
inhibidores de bombas de expulsión 
(EPIs). Los EPIs son moléculas que 
pueden interferir con el proceso de 
expulsión de las bombas a través de 
diversos mecanismos, entre los cuales 
se ha descrito la interferencia de la 
expresión génica de estos sistemas de 
expulsión, alteración en el ensamble de 
las proteínas que conforman la bomba, 
inhibición del sitio de unión al antibiótico, 
mediante el bloqueo de la porina o a 
través de la disipación de la energía 
requerida para el funcionamiento de la 
bomba (Askoura y cols, 2011). Si bien se 
han descrito diferentes EPIs, como, por 
ejemplo, el carbonilcianuro-m-
clorofenilhidrazona (CCCP); la mayoría 
resultan citotóxicos y neurotóxicos, por lo 
tanto, no pueden ser utilizados en 
tratamientos clínicos (Orlov y cols, 1994). 
Es por esta razón que se ha dirigido la 
búsqueda a EPIs de origen natural, 
siendo el orujo de uva una fuente de 
diversos metabolitos secundarios, como 
compuestos fenólicos y terpenos, de los 
cuales se ha informado que presentan 
actividad antibacteriana (Sanhueza y 
cols, 2014). Por lo tanto, el orujo de uva 
podría ser una buena fuente de 
inhibidores de bombas de expulsión 
provenientes de fuentes naturales con un 
potencial valor biotecnológico para 
contrarrestar la resistencia a los 
antibióticos comúnmente utilizados en 




Evaluar la capacidad de compuestos 
provenientes del orujo de uva de inhibir 
bombas de expulsión presentes en S. 
Typhimurium. 
Objetivos específicos 
1.- Determinar la concentración mínima 
inhibitoria (MIC) de extractos y 
compuestos identificados en el orujo de 
uva seleccionados como posibles 
inhibidores de bombas de expulsión en 
S. Typhimurium. 
2.- Evaluar la capacidad de los extractos 
y compuestos identificados en el orujo de 
uva de inhibir bombas de expulsión 
presentes en S. Typhimurium.  
 
Materiales y Métodos 
Determinación de la MIC de 
compuestos provenientes de orujo de 
uva seleccionados como posibles 
inhibidores de bombas de expulsión 
en S. Typhimurium. 
Para este objetivo se trabajó con 
extractos de orujo de uva (provenientes 





solventes de distinta polaridad (hexano, 
diclorometano y acetato de etilo) 
disponibles en el Laboratorio de 
Microbiología Básica y Aplicada.  
Ensayos de susceptibilidad 
bacteriana 
a) Cepas bacterianas utilizadas. Las 
cepas de Salmonella enterica serovar 
Typhimurium estudiadas fueron, la cepa 
ATCC 1428s (nativa) y las cepas 
mutantes SC169 (∆acrB) y SC106 
(∆smvA).  
b) Preparación de las disoluciones de 
extractos y compuestos. Se 
prepararon soluciones stock de cada 
extracto y compuesto estudiado, y luego 
se realizaron diluciones seriadas en 
proporción 1:2 de los extractos obtenidos 
con hexano, diclorometano y acetato de 
etilo; así como para los compuestos 
puros previamente identificados en los 
extractos (-)-epicatequina, (+)-catequina 
y quercetina (Sanhueza y cols., 2017). 
Todas las diluciones fueron preparadas 
utilizando dimetilsulfóxido (DMSO). 
c) Determinación de la MIC de los 
extractos y compuestos fenólicos 
identificados en los extractos de orujo 
de uva. Se inoculó la bacteria en caldo 
Tryptic Soy (TSB) y se dejó crecer 
overnight (ON). Luego se diluyó a un 
McFarland 0,5 (5x108 UFC/mL). 
Posteriormente, se determinó la MIC por 
el método de las microdiluciones, 
descrito por el Clinical & Laboratory 
Standards Institute (CLSI, 
https://clsi.org/). Para el cual se utilizaron 
placas estériles de 96 pocillos. En cada 
pocillo se agregaron 188 µL de caldo 
Mueller-Hinton (MHB), junto con 10 µL 
de las distintas disoluciones preparadas 
para los extractos y compuestos; y 2 µL 
del inóculo bacteriano diluido a 0,5 
unidades de Mc Farland. Se incluyeron 
controles de esterilidad, de crecimiento y 
de solvente. Las placas fueron 
incubadas a 37°C durante 24 h. 
Finalmente, se midió la absorbancia a 
600 nm utilizando un lector de ELISA 
(Thermo Scientific, Multiskan GO). Los 
ensayos fueron realizados en duplicado.  
Los resultados obtenidos fueron 
expresados en porcentaje de inhibición 
utilizando la Ecuación 1, (Sanhueza y 
cols., 2014), en donde TA600 corresponde 
a la absorbancia de la muestra, EA600 a 
la absorbancia del blanco y SA600 a la 
absorbancia del control de crecimiento 
Ecuación 1. Cálculo del porcentaje (%) 
de inhibición 
(%)= (100-((100 x (TA600 – EA600)) x (SA600)-1) 
Determinación de la capacidad de los 
extractos de orujo de uva y de 
flavonoides identificados en los 
extractos de inhibir bombas de 






Ensayos de inhibición de bombas de 
expulsión en S. Typhimurium 
Para determinar la capacidad de los 
extractos y/o flavonoides de inhibir las 
bombas de expulsión presentes en S. 
Typhimurium, se evaluó la actividad de 
las bombas mediante un método 
fluorimétrico, descrito por Viveiros y cols. 
(2010), en el cual se utiliza bromuro de 
etidio (BrEt) como sustrato fluorescente. 
Cuando el BrEt ingresa a la célula 
bacteriana, emite una alta intensidad de 
fluorescencia, mientras que si se 
encuentra en un medio acuoso (fuera de 
la célula bacteriana) emite una 
intensidad de fluorescencia menor 
(Paixão y cols., 2009). Debido a la 
acción de las bombas de expulsión, 
normalmente, debería lograr expulsarse 
el BrEt que ingrese a la célula, 
manteniendo una fluorescencia baja, sin 
embargo, si los compuestos y extractos 
probados son capaces de inhibir las 
bombas de expulsión, el BrEt comenzará 
a ingresar a las células, emitiendo una 
intensidad de fluorescencia mayor.   
a) Preparación de los cultivos. Para 
realizar estos ensayos, se cultivó la 
bacteria en caldo Luria Bertani (LB) 
hasta que alcanzó una absorbancia de 
0,6 medida a una densidad óptica de 600 
nm (DO600). Luego, el cultivo se 
centrifugó a 7500 rpm durante 7 minutos. 
Se descartó el sobrenadante y el pellet 
se lavó dos veces con buffer fosfato 
salino (PBS).  Tras centrifugar, se ajustó 
la absorbancia de la muestra a 0,3, 
medida a una DO600, utilizando PBS 
como blanco. Se adicionó glucosa, de 
forma de que la concentración final de 
esta fuera 0,4% (v/v). Por último, en una 
placa de 96 pocillos para medir 
fluorescencia se añadieron 95 µL de la 
suspensión obtenida a cada pocillo. 
b) Ensayos de acumulación de 
bromuro de etidio.  Se realizaron 
diluciones seriadas de BrEt a partir de un 
stock, equivalentes a 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 
y 1/32 de la MIC, detalladas en la Tabla 
1. A cada pocillo con suspensión se 
añadieron 5 µL de las diferentes 
disoluciones de BrEt. Luego, se midió la 
fluorescencia en un fluorímetro (Biotek, 
Synergy HT), a una longitud de onda de 
excitación en 520 nm y de emisión en 
620 nm. La temperatura se fijó en 37°C y 
se midió la fluorescencia cada 5 minutos, 
durante 1 hora. Cada ensayo fue 
realizado en triplicado. 
c) Ensayos de inhibición de la bomba 
de expulsión presentes. Realizando el 
mismo procedimiento descrito 
previamente, se obtuvo la suspensión 
bacteriana. Tras determinar la 
fluorescencia asociada a las 
concentraciones probadas de BrEt, se 
escogió aquella concentración sub-
inhibitoria en la cual la intensidad de 
fluorescencia relativa fuera menor al 





ésta a la suspensión obtenida. Luego, se 
realizó una solución stock de 
carbonilcianuro-m-clorofenilhidrazona 
(CCCP), empleado como inhibidor 
control, y a partir de esta se realizaron 
diluciones seriadas equivalentes a 1/2, 
1/4, 1/8 y 1/16 de la MIC de CCCP, las 
cuales se detallan en la Tabla 1. Tras 
adicionar 95 µL de la suspensión  
 obtenida a cada pocillo se agregó el 
CCCP y se midió la fluorescencia a 37 
°C, cada 5 minutos durante 1 hora. La 
longitud de onda de excitación fue fijada 
en 520 nm y la longitud de onda de 
emisión en 620 nm. Todos los ensayos 
fueron realizados en triplicado.  
Tabla 1. Concentración mínima inhibitoria 
de bromuro de etidio y CCCP en cepas de 
S. Typhimurium 
 
Posteriormente, se repitió el mismo 
procedimiento para los extractos de 
hexano, diclorometano y acetato de etilo 
obtenidos a partir de orujo de uva; así 
como para los flavonoides puros 
identificados en el extracto; (-)-
epicatequina, (+)-catequina y quercetina. 
Se ensayaron concentraciones 
equivalentes a 1/2, 1/4, 1/8 y 1/16 de la 
MIC, detalladas en la Tabla 2. 
Resultados y Discusión  
Concentración mínima inhibitoria 
(MIC) de extractos de orujo de uva y 
flavonoides identificados en los 
extractos en cepas de S. 
Typhimurium.  
Con respecto a la MIC de los extractos 
de orujo de uva y flavonoides 
identificados, detalladas en la Tabla 2, 
estas fueron relativamente similares, 
presentando concentraciones entre los 
600 y 3000 µg/mL. 
Tabla 2. Concentración mínima inhibitoria 
de los extractos de orujo de uva y 
flavonoides identificados en cepas de S. 
Typhimurium 
 
Acumulación de bromuro de etidio en 
cepas de S. Typhimurium. Utilizando 
concentraciones subinhibitorias de la 
MIC, se hicieron los ensayos para S. 
Typhimurium nativa y para S. 














100 50 100 
CCCP 25 25 50 







Hexano 2000 1800 2000 
Diclorometano 2000 2000 2000 
Acetato de etilo 2000 2000 2000 
(-)-epicatequina 3000 3000 3000 
(+)-catequina 2000 2000 2000 





Typhimurium ∆acrB. En la Figura 1 se 
logra observar que hay una relación 
directa entre la concentración de BrEt y 
la fluorescencia registrada, es decir, a 
mayor concentración de sustrato, se 
observa una mayor fluorescencia, en 
ambas cepas ensayadas.  En base a 
estos resultados se puede decir que las 
bombas de expulsión presentes en estas 
cepas están activas, ya que hay una 
expulsión de este sustrato hacia fuera de 
las células bacterianas. 
Efecto inhibitorio de extractos de 
orujo de uva en cepas de S. 
Typhimurium. Para evaluar el efecto de 
los extractos de orujo de uva sobre la 
capacidad de expulsión de las bombas 
presentes en las distintas cepas de S. 
Typhimurium (nativa, ∆acrB y ∆smvA) se 
ensayaron distintas concentraciones 
subinhibitorias de los extractos (1/2, 1/4, 
1/8 y 1/16 de la MIC) y se analizó la 
cinética de acumulación de BrEt basado 
en la intensidad de fluorescencia para 
ambas cepas estudiadas. La intensidad 
de fluorescencia obtenida en cada uno 
de los ensayos se comparó con la 
fluorescencia obtenida con el inhibidor 
control (CCCP).  
En la Figura 2, en S. Typhimurium 
nativa, se puede observar que el hexano 
y diclorometano, los cuales poseen una 
polaridad similar, ejercen un efecto 
inhibitorio independiente de su 
concentración.  Por otro lado, el acetato 
de etilo, que no produce una respuesta 
inhibitoria considerable, ejerce su 
máximo efecto a la concentración más 
baja probada (125 µg/mL). En la cepa 
nativa, los tres extractos producen una 
respuesta inhibitoria menor, con respecto 
al CCCP. Para S. Typhimurium ∆acrB, 
en el caso del hexano y diclorometano 
también se observa una inhibición 
independiente de la concentración. Para 
el acetato de etilo, se observa que 
produce su mayor respuesta inhibitoria a 
Figura 1. Acumulación de bromuro de etidio 
realizados en cepas de S. Typhimurium. La 
suspensión bacteriana fue incubada con 
concentraciones subinhibitorias de BrEt a 37°C. 
Se midió la intensidad de fluorescencia a una 
longitud de onda de excitación y de emisión de 
520 nm y 620 nm, respectivamente, cada 5 





la mayor concentración ensayada (1000 
µg/mL). En S. Typhimurium ∆acrB se 
observa una respuesta inhibitoria muy 
similar a la respuesta producida por 
CCCP para los tres extractos, siendo 
esta la principal diferencia con respecto 
a los resultados obtenidos para S. 
Typhimurium nativa. En S. Typhimurium 
∆smvA no se observa un efecto 
inhibitorio. 
Efecto inhibitorio de flavonoides 
puros identificados en extracto de 
orujo en cepas de S. Typhimurium. Al 
igual que para los extractos, se probaron 
concentraciones subinhibitorias de los 
flavonoides identificados en estos 
extractos. En la Figura 3, en la cepa S. 
Typhimurium nativa, se pudo observar 
que la (-)-epicatequina genera un efecto 
inhibitorio independiente de la 
concentración ensayada.  La (+)-
catequina produce un efecto similar a 
todas las concentraciones ensayadas. 
Por otro lado, la quercetina produce un 
efecto inhibitorio dependiente de la 
concentración, ejerciendo su mayor 
efecto a la mayor concentración 
ensayada (450 µg/mL). Este efecto 
inhibitorio es mayor que aquel producido 
por el resto de los flavonoides y por el 
CCCP. 
Para S. Typhimurium ∆AcrB, se observa 
que la (-)-epicatequina produce un efecto 
inhibitorio similar al producido por CCCP, 
y que este efecto es independiente de la 
concentración. La (+)-catequina produce 
un efecto inhibitorio mayor que el CCCP, 
el cual es dependiente de la 
concentración ensayada, siendo mayor 
al utilizar una concentración de 1000 
µg/mL del flavonoide. La quercetina 
produce un mayor efecto inhibitorio que 
el CCCP a todas las concentraciones 
ensayadas, aunque su efecto es similar 
para todas las concentraciones 
experimentadas, el mayor efecto 
inhibitorio se observa a una 
concentración de 346 µg/mL.  
Por otro lado, en S. Typhimurium ∆smvA 
no se observa un efecto inhibitorio 
considerable. Si bien, en la mayor 
concentración de quercetina ensayada 
en esta cepa (300 µg/mL) se puede 
observar un efecto inhibitorio mayor a 
aquel producido por el CCCP, los 
resultados no son concluyentes, debido 
a las variaciones en la desviación 
estándar registradas en cada 
experimento (representada por las 
barras de error). 
Con respecto al efecto inhibitorio de los 
extractos de orujo de uva, cabe destacar 
que los extractos obtenidos con hexano 
y diclorometano generan una respuesta 
similar, la cual puede deberse a que 
ambos solventes son de naturaleza 
apolar, por lo tanto, los compuestos y 
moléculas químicas presentes en estos 
extractos pueden ser similares. Por otro 





etilo prácticamente no produce inhibición 
en la cepa nativa, sin embargo, en la 
cepa mutante se observa una pequeña 
inhibición cercana a aquella producida 
por el CCCP. A diferencia de los otros 
dos solventes, el acetato de etilo posee 
una alta polaridad, por lo tanto, los 
compuestos presentes en este extracto 
son muy diferentes a los presentes en 
los otros dos extractos. Aun así, los 
flavonoides puros utilizados (-)-
epicatequina, (+)-catequina y quercetina, 
cuyos resultados se muestran en la 
Figura 3, son considerados compuestos 
polares (Morelo y cols., 2017), y aunque 
estos son capaces de producir un efecto 
inhibitorio, se esperaría que el extracto 
de acetato de etilo tuviera un efecto 
similar. Sin embargo, en los extractos 
hay un gran espectro de moléculas en 
diferente abundancia, lo cual puede 
enmascarar el efecto de algún 
compuesto que puede estar en muy baja 
cantidad en el extracto, pero que en su 
forma pura es capaz de producir un 
efecto inhibitorio. Según los resultados 
obtenidos para la cepa mutante ∆acrB en 
la Figura 2 y 3, hay una inhibición en la 
expulsión de BrEt al tratar con los 
extractos y flavonoides, aun cuando esta 
cepa carece del gen acrB que codifica 
para parte de la bomba AcrAB-TolC, por 
lo tanto, esto podría sugerir la inhibición 
de otra bomba de expulsión presente en 
esta cepa. Debido a que en la cepa 
mutante ∆smvA no se observa un efecto 
inhibitorio, es que se hipotetiza que el 
efecto inhibitorio observado en la cepa 
nativa y en ∆acrB podría ser sobre la 
bomba de expulsión SmvA. Aunque esta 
bomba ha sido poco estudiada, también 
ha sido relacionada con la expulsión de 
compuestos nocivos, como 
desinfectantes en base a compuestos de 
amonio cuaternario (Villagra y cols., 




Los compuestos presentes en los 
extractos de orujo de uva obtenidos con 
hexano y diclorometano, así como los 
flavonoides identificados (-)-
epicatequina, (+)-catequina y quercetina 
producen un efecto inhibitorio en la 
capacidad de expulsión de bombas 
presentes en una cepa nativa y en una 


















Figura 2. Efecto de extractos de orujo de uva obtenidos con hexano, diclorometano y acetato de etilo en cepas 
de S. Typhimurium. Se incubó la suspensión bacteriana con concentraciones subinhibitorias de los extractos, junto 
con BrEt a 37°C durante una hora. La intensidad de fluorescencia se midió a una longitud de onda de excitación de 
520 nm y de emisión a 620 nm, cada 5 minutos. Se graficó CCCP como inhibidor control y BrEt como la fluorescencia 


































































Figura 3. Efecto de flavonoides puros identificados en extractos de orujo de uva en cepas de S. Typhimurium. 
Se probaron los flavonoides puros (-)-epicatequina, (+)-catequina y quercetina a diferentes concentraciones 
subinhibitorias, junto con BrEt a 37°C durante una hora. La fluorescencia se midió a una longitud de onda de excitación 
de 520 nm y de emisión a 620 nm, cada 5 minutos. Se graficó CCCP como inhibidor control y BrEt como la 
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